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Cx43 が恒常的かつ豊富に発現しているヒト肝細胞癌細胞株 HuH-7 細胞のライセートを




細胞に Cx43 と Hsc70 のプラスミドをトランスフェクションし、共免疫沈降を行ったとこ
ろ両者の結合が確認できた。また Cx43 の GST 融合タンパクを用いたプルダウンアッセイ
でも両者の結合を確認した。 
Hsc70 はサイクリン D1 と結合し、サイクリン D1 を核内に運搬することで細胞周期が
G1 期から S 期へと移行を促進することに関わるが知られている。そこで Cx43 と Hsc70
の相互作用がサイクリン D1 と Hsc70 の相互作用に及ぼす影響を調べる為に競合実験を行
った。すなわち、Cx43 と Hsc70 とサイクリン D1 を HuH-7 細胞に導入し、共免疫沈降を
行って Hsc70 に結合するサイクリン D1 の量が Cx43 を過剰発現させた条件下でどのよう
に変化するかについてウェスタンブロッティング法を用いて調べた。その結果、Cx43 を過
剰発現させるにつれて Cx43 と Hsc70 の相互作用が増加し、逆に Hsc70 と結合するサイク
リン D1 の量が明らかに減少した。 
また Cx43 と Hsc70 の相互作用が細胞周期に及ぼす影響を調べるために、HuH-7 細胞に
Cx43、Hsc70、もしくはその両者をトランスフェクションして BrdU の取り込み試験を
行った。コントロール群と Hsc70 導入群では約 40％の細胞が BrdU 陽性であったが、
Cx43 導入群では約 13％に低下した。その一方、Cx43 と Hsc70 の両者を導入した群では
BrdU の取り込みが約 33％まで回復した。さらに、Hsc70 のスプライスバリアントであ
る Hsc54 を用いて同様の実験を行った。Hsc54 には Cx43 と結合する為に必要なドメイ
ンが欠損しており、Cx43 と一緒に導入しても Hsc70 で見られたような BrdU の取り込
みの回復が認められなかった。 
G1/S期において Hsc70の核内移行はサイクリン D1の核内蓄積をもたらすことが知ら
れている。上述した我々の研究では Cx43 は Hsc70 との相互作用によりサイクリン D1
と競合することが判明した。そこで、この Cx43 と Hsc70 の相互作用がサイクリン D1
の細胞内局在にどのような影響を与えるかについても調べた。HuH-7 細胞に Cx43 もし
くは Cx43 と Hsc70 をトランスフェクションした後、細胞を固定しサイクリン D1 の免
疫染色を行った。共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察したところ、Cx43 導入群ではコン
トロール群に比べてサイクリン D1 の核内蓄積が有意に低下していることがわかった。さ
らに、Cx43 と一緒に Hsc70 を導入した群ではサイクリン D1 の核内蓄積がコントロール
群と同程度まで回復した。 
今回の我々の研究では、Cx43 が細胞周期を促進させる働きをもつ Hsc70 と相互作用
することについて共免疫沈降法や免疫染色法などを用いて初めて明らかにすることがで
きた。BrdU 取り込み試験では Cx43 と Hsc70 の相互作用が G1/S 期移行において重要な
働きを果たすことがわかった。Cx43 が Hsc70 に対してサイクリン D1 と競合的に相互作
用することによりサイクリン D1 の核内蓄積が抑制されることが判明した。また、これら
の Cx43の働きは Cx43を発現している細胞株だけでなく発現していないヒト子宮頸癌細
胞株 HeLa 細胞に Cx43 を強制発現させる場合でも同様であった。今回の我々の結果から
Cx43と Hsc70の相互作用が G1/S期移行において極めて重要な役割を果たすことが示唆
された。 
 
